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Zusammenfassung 
 
Molekularbiologische und phänotypische Charakterisierung von Shiga Toxin 2e-
produzierenden Escherichia coli 
Esther Schreppel 
 
Shiga Toxine (Stx) kommen in einer Vielzahl von enterohämorrhagischen E. coli 
(EHEC) – Stämmen vor. Diese Toxinfamilie weist unterschiedliche Varianten auf, 
wobei ein als Stx2e bezeichnetes Toxin sowohl bei schweinepathogenen E. coli als 
auch in humanpathogenen klinischen Isolaten auftreten kann. In der vorliegenden 
Arbeit wurden 14 Stx2e-produzierende E. coli-Stämme unterschiedlicher Herkunft 
molekularbiologisch und phänotypisch charakterisiert. Die Analyse der Plasmid-DNA 
mittels Restriktions-enzymanalyse ergab bezüglich der Größe und Anzahl der 
Restriktionsfragmente ein heterogenes Muster. Mittels Southernblot-Hybridisierung 
wurde nachgewiesen, dass sich die Stämme hinsichtlich der Kopienzahl 
unterschieden. Stx2e lag entweder in einer oder in zwei Kopien vor. Diese waren bei 
der Mehrzahl der Stämme auf unterschiedlich großen Restriktionsfragmenten 
lokalisiert. Interessanterweise wurden erstmals Gene der sogenannten Yersinia-high 
pathogenicity Island (HPI), fuyA und irp2, in humanpathogenen Stx2e-produzierenden 
E. coli mittels Polymerase-Ketten-Reaktion (polymerase chain reaction, PCR) 
nachgewiesen. Im Gegensatz zu den enterohämorrhagischen E. coli O157:H7 waren 
alle untersuchten Stämme in der Lage, den Zuckeralkohol Sorbitol zu fermentieren. 
Allerdings wurde die für typische EHEC charakteristische Enterohämolyse nur bei 
einem Isolat gefunden.   
Insgesamt zeigen die Ergebnisse auf molekularer Ebene eine beträchtliche 
Heterogenität der Stx2e-produzierenden E. coli. Dies lässt darauf schließen, dass 
diese Stämme nicht klonalen Ursprungs sind und dass das stx2e-kodierende Gen in 
unterschiedlichen Ereignissen auf diese E. coli übertragen wurde. 
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I. Einleitung 
 
I.1. Escherichia coli als Krankheitserreger 
Escherichia coli ist ein harmloser Dickdarmbewohner bei Säugetieren wie auch 
bei Menschen. Innerhalb weniger Stunden besiedeln die fakultativ anaeroben, 
stäbchenförmigen Bakterien den Gastrointestinaltrakt eines neugeborenen 
Kindes. Diese normalerweise nicht pathogenen Stämme können an Standorten, 
an denen sie gewöhnlich nicht zu finden sind, sowie bei abwehrgeschwächten 
Patienten zum Teil schwere Krankheitsbilder hervorrufen. 
Neben den genannten apathogenen E. coli existiert eine Reihe von 
hochadaptierten pathogenen Subtypen, die auch bei gesunden Menschen mit 
einer intakten Abwehr zu schweren Erkrankungen führen können. Hierzu zählen 
Infektionen des Urogenitaltraktes, Sepsis, Meningitis und Durchfall-
Erkrankungen. Die darmpathogenen E. coli erlangen aufgrund ihrer 
zunehmenden Ausbreitung und der teilweisen Ineffektivität einer 
Antibiotikatherapie immer mehr an Bedeutung. 
Man unterscheidet heute vier Gruppen von darmpathogenen E. coli, die sich 
jeweils durch charakteristische klinische, epidemiologische, aber auch 
genetische Besonderheiten auszeichnen. 
(1) Enteropathogene E. coli-Stämme (EPEC). 
Sie sind bereits seit Längerem als Erreger der Säuglingsenteritis bekannt. 
Ihre Pathogenität beruht auf einer für diese Bakterien charakteristischen 
Adhärenz an Darmepithelzellen, die eine Zerstörung der Mikrovilli-Struktur 
(„attaching and effacing lesions“) zur Folge hat (21). Diese Form der Anheftung 
ist abhängig von dem Besitz des EAF-Plasmides (1) und der Expression von 
Intimin (kodiert durch eae). Klinisch kommt es infolge schnell einsetzender 
starker Durchfälle und Erbrechens zu einer oft lebensbedrohlichen 
Kreislaufschwäche. Das schnelle Einsetzen der Durchfälle ist vermutlich auf 
eine Veränderung der Ionenströme (Calcium, Phosphokinase C, 
Inositolphosphat, Tyrosinkinase) der Darmepithelzellen zurückzuführen (57). 
Durch EPEC hervorgerufene Infektionen sind heute vor allem in 
Entwicklungsländern verbreitet. In Industrienationen treten sie nur selten, meist 
in Säuglings- und Kinderheimen, Fälle von EPEC-Infektionen auf. Der Mensch 
scheint das einzige Erregerreservoir zu sein. Die Übertragung erfolgt auf fäkal-
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oralem Weg. Neben einer Kontamination der Hände, des Wassers und der 
Nahrung sind besonders auf Kinderstationen kontaminierte Schnuller, 
Spielsachen und Hygieneartikel von Bedeutung. 
(2) Enterotoxische E. coli-Stämme (ETEC). 
Diese Bakterien sind Verursacher der Reisediarrhoe und treten vor allem in 
unterentwickelten Ländern auf. 
Plasmidkodierte Enterotoxine – wie das hitzestabile (ST) und das hitzelabile 
Toxin (LT) – lösen die oft Cholera-ähnlichen Durchfälle aus (27). 
LT ähnelt stark dem Choleratoxin von Vibrio cholerae (56). Es führt durch 
Bindung an die Adenylatcyclase über eine gesteigerte Chloridionen-Sekretion 
und verringerte Natriumchlorid-Absorption zu osmotischen Durchfällen (54). 
Beim hitzestabilen Toxin unterscheidet man STa und STb, wobei STa wie LT 
über eine Stimulierung der Guanylatcyclase wirkt. STb dagegen verursacht eine 
Steigerung der Bikarbonatsekretion. Es zerstört das Darmepithel und führt zu 
einer partiellen Villusatrophie. Zu seiner Anheftung im Darm besitzen ETEC 
Fimbrien auf ihrer Oberfläche (10; 20; 63) 
(3) Enteroaggregative E. coli-Stämme (EAEC). 
Eine durch EAEC hervorgerufene Erkrankung äußert sich in schleimig-
wässrigen Durchfällen, die meist nur mit geringem Fieber einhergehen. 
Auch hier findet sich eine Form der Anheftung im Darm, die sich jedoch von der 
EPEC-spezifischen Adhärenz grundlegend unterscheidet. Diese sogenannte 
aggregative Adhärenz beruht auf einer gesteigerten Schleimsekretion der 
Darmmukosazellen. Die Bakterien lagern sich den Darmepithelzellen eng an, 
wodurch ein Biofilm aus Bakterien und Schleim entsteht (58). Die aggregative 
Adhärenz an Darmepithelien wird durch die Fimbrien AAFI (48) und AAFII (11) 
gewährleistet. Das EAEC-Cytotoxin führt durch seine enterotoxische Aktivität zu 
einer Zerstörung der Darmepithelien und damit zu den oben beschriebenen 
persistierenden Durchfällen. Die Enterotoxine ST und LT werden nicht 
produziert. 
Auf dem indischen Subkontinent konnte in verschiedenen Studien die 
Bedeutung von EAEC bei kindlichen und persistierenden Durchfällen gezeigt 
werden (3; 4; 5). 
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(4) Enteroinvasive E. coli-Stämme (EIEC). 
Sie ähneln biochemisch, genetisch und pathogenetisch Shigella spp. (9). 
Pathogenitätsbestimmend ist hier die Fähigkeit, in Darmepithelzellen 
einzudringen, sich in diesen zu vermehren und sie zu zerstören (15). Es 
resultiert ein ruhrähnliches Krankheitsbild. Auch diese Erreger sind in Europa 
nur selten zu finden. 
(5) Shiga Toxin-produzierenden E. coli-Stämme (STEC) 
1983 wurden diese Keime erstmals als Erreger einer hämorrhagischen Kolitis 
beschrieben (45). Sie können auch zum hämolytisch-urämischen Syndrom 
(HUS) führen, welches einen Symtomenkomplex aus schwerem 
Nierenversagen, hämolytischer Anämie und Thrombozytopenie mit häufig 
letalem Ausgang bezeichnet (25). E. coli-Stämme, die eine hämorrhagische 
Kolitis oder ein HUS hervorrufen, werden auch als enterohämorrhagische E. 
coli (EHEC) bezeichnet (27). EHEC sind insbesondere in den Industrienationen 
verbreitet. Auch in Deutschland treten zunehmend Fälle von hämorrhagischer 
Kolitis und HUS auf, die auf eine Infektion mit diesen Erregern zurückzuführen 
sind. In diesem Zusammenhang ist besonders der Serotyp O157:H7 
hervorzuheben (6). Jedoch sind zunehmend auch weitere Serotypen als 
Auslöser einer hämorrhagischen Kolitis und HUS von Bedeutung. Neben 
O157:H7 werden bei diesem Krankheitsbildern am häufigsten die Serotypen 
O26:H11, O103:H2, O111:NM und O145: H25/H28 isoliert. 
Ein wichtiger Pathogenitätsfaktor ist die Produktion von sogenannten 
phagenkodierten Shiga Toxinen (32), die mit dem Shiga Toxin von Shigella 
dysenteriae Typ 1 (33), dem Erreger der Bakterienruhr, ganz oder zumindest 
teilweise identisch sind. Des Weiteren besitzen STEC ein ca. 90 kb-großes 
Plasmid, welches das Gen für das EHEC-Hämolysin trägt.  
Häufige Infektionsquellen stellen ungenügend erhitztes Fleisch und nicht 
pasteurisierte Milch dar. Die Übertragung erfolgt meist auf fäkal-oralem Wege. 
Die Diagnosestellung erfolgt in Speziallaboratorien durch Toxinnachweis bzw. 
Toxin-kodierenden Gene sowie serologische und biochemische Identifizierung. 
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I.2. Shiga Toxine 
Man unterscheidet Shiga Toxin 1 (Stx1) und Shiga Toxin 2 (Stx2), wobei von 
Stx2 weitere Varianten – Stx2c, Stx2d, Stx2e – bekannt sind. Stx1 ist dem 
Shiga Toxin von Shigella dysenteriae identisch (20). Diese Toxine wirken 
zytotoxisch auf bestimmte Zelllinien wie Verozellen und HeLa-Zellen. Zur 
Nomenklatur ist zu vermerken, dass die heutige Bezeichnung Stx (Shiga Toxin) 
früher verwendete Begriffe wie Slt (Shiga-like Toxin) und VT (Verotoxin) 
beinhaltet. STEC-Stämme produzieren entweder eines der beiden Toxine oder 
mehrere (53). Aus Schweinen mit Ödemkrankheit wurden E. coli isoliert, die 
eine Variante von Stx2 – bezeichnet als Stx2e – produzieren. Die 
Ödemkrankheit zeigt sich klinisch in neurologischen Auffälligkeiten, wie einem 
torkelnden Gang, Lähmungen und Krämpfen bis hin zum Koma. Stx2e ist 
toxisch für Verozellen, hat aber eine verminderte Zytotoxizität für HeLa-Zellen 
(30; 29) (s.u.). 
Die grundsätzliche molekulare Struktur (Abbildung 1) ist für alle Shiga Toxine 
gleich. Sie setzen sich aus einer katalytischen A-Untereinheit (32 kDa) und fünf 
B-Untereinheiten (je 7.7 kDa) zusammen. Die B-Untereinheit ist für eine 
Bindung an Glykolipidrezeptoren der Zielzellen verantwortlich (34). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Die Gene für die verschiedenen Shiga Toxine sind in einer Operonstruktur 
organisiert (siehe Abbildung 2), deren Bauplan sich gleicht (20). Trotz ihrer 
gleichen Struktur weisen die Sequenzen von stx1 und stx2 nur 55% 
Basenhomologie auf. 
Abbildung 1: Modell des Stx-1-Holotoxins. A1, A2: A-Untereinheit. B: B-Untereinheit. S-S: 
Disulfidbrücke. (23). 
A2 A1 B S S 
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Stx2e unterscheidet sich von Stx2 in seiner A-Untereinheit kaum (eine 
Aminosäure länger, 94% Homologie). Die Unterschiede in der B-Untereinheit (2 
Aminosäuren kürzer, 87% Homologie) zeigen sich in der Bevorzugung eines 
anderen Bindungsrezeptors. Im Gegensatz zu Stx1 und Stx2, die beide vor 
allem an Gb3 binden (59), bevorzugt Stx2e den Glykolipidrezeptor Gb4 (62; 
39). Da Gb4 auf der Oberfläche von HeLa-Zellen nicht vorhanden ist, erklärt 
sich hiermit die fehlende Zytotoxizität von Stx2e gegenüber diesen Zellen. 
Das gebundene Toxin wird nun über Rezeptor-vermittelte Endozytose ins 
Zellinnere aufgenommen, wo es schließlich ins Zytosol gelangt (47). Hier 
kommt es durch tryptische Verdauung zu einer Spaltung der A-Untereinheit in 
zwei Fragmente. Das A1-Fragment besitzt RNA-Glykosidase-Aktivität. Durch 
Abspaltung eines bestimmten Adenins wird die Elongation während der 
Proteinbiosynthese verhindert; damit kommt es zum Zelltod (19). 
 
 
 
 
     -35      -10        SD    LS                  stx-1A                      SD    LS     stx-1B 
 
 
 
 
Frühere Studien zeigten, dass die für Stx-kodierenden Gene stx1 und stx2 im 
Genom von Bakteriophagen kodiert werden (17, 35; 36; 37). Kürzlich konnte 
auch ein stx2e-kodierender Bakteriophage in dem humanpathogenen E. coli-
Isolat 2771/97 nachgewiesen werden (31). 
 
Abbildung 2: Strukturmodell des stx1-Operons. –35, -10: Promoterregion. fur: Bindestelle für die 
Transkriptionskontrolle von Eisen. LS: Leadersequenz. SD: Shine-Dagarno-Sequenz. (23). 
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I.3. Ziele 
Im Gegensatz zu den typischen enterohämorrhagischen E. coli O157:H7, deren 
Genom bereits vollständig sequenziert ist, ist über Stx2e-produzierende E. coli 
bisher wenig bekannt. Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb, eine 
molekulargenetische und phänotypische Analyse dieser E. coli-Stämme 
durchzuführen. Für diese Untersuchungen wurden sowohl humanpathogene als 
auch schweinepathogene Isolate herangezogen. Sie wurden auf das 
Vorhandensein verschiedener Virulenzgene humanpathogener E. coli 
untersucht. Des Weiteren sollten mit Hilfe von Antibiotika-
Resistenzbestimmungen das Resistenzprofil der analysierten Stämme 
aufgezeigt werden. 
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II. Material und Methoden 
 
II.1. Bakterienstämme 
Es wurden 14 verschiedene Stx2e-positive E. coli-Stämme untersucht. 6 Isolate 
stammten von an Durchfall erkrankten Patienten, 4 Isolate von 
asymptomatischen Keimträgern und 2 aus Fleischproben. Als Referenz-
Stämme wurden 2 Isolate von Schweinen (E57 und  ED53) sowie EDL933 
mitgeführt (Tabelle 1). 
 
Tabelle 1: Eigenschaften und Herkunft der verwendeten Bakterienstämme 
Stamm-
Bezeichnung 
Serotyp Material Klinika Referenzb 
5589 O2:H5 Stuhl, human Durchfall S 
3054/97 O8:HNT Stuhl, human Durchfall S 
24059/97 ONT:H10 Stuhl, human asympt. S 
24066/97 ONT:H- Stuhl, human asympt. S 
2771/97 ONT:H- Stuhl, human Durchfall S 
26725/97 ONT:H- Stuhl, human asympt. S 
3229/98 O8:H- Stuhl, human Durchfall S 
3357/98 ONT:H19 Stuhl, human asympt. S 
AHB 
2392/98 
O8:H- Schweinefleisch  S 
AHB 626/98 ONT:H- Schweinefleisch  S 
EH186 O60:H- Stuhl, human Durchfall S 
EH60 O101:H9 Stuhl, human Durchfall 42* 
E57 O138:K81 Schwein Durchfall 26* 
E-D53* O101:H- Schwein asympt. 13* 
EDL933* O157:H7 Fleisch 
(Hamburger) 
 33* 
aasympt. = asymptomatischer Keimträger 
bS = Stammsammlung, Prof. Karch 
* vgl. Literaturverzeichnis 
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II.2. Bakterienstammhaltung 
 
Die Bakterienstämme wurden im Nähragarstich gelagert. Um einzelne Kolonien 
zu gewinnen, wurde Bakterienmaterial auf SMAC-Agar (Sorbitol-MacConkey-
Agar, ein Indikatornährboden zum Nachweis von Sorbitol-fermentierenden 
gramnegativen Erregern, s.u.) ausgestrichen und 24 h bebrütet. Zur DNA-
Präparation wurden Übernachtkulturen in Luria-Bertani (LB) -Medium 
verwendet. 
 
 
Sorbit-MacConkey-Agar (SMAC) Fa. Oxoid GmbH, Wesel 
Ansatz pro 1000ml: 
• 15,5 g Pepton 
• 3 g Proteose-Pepton 
• 10 g d-Sorbitol 
• 1,5 g Gallensalze 
• 5 g Natriumchlorid 
• 15 g Agar 
• 0,03 g Neutralrot 
• 0,001 g Kristallviolett 
pH= 7,1 +/- 0,2 
Luria-Bertani-Nährmedium (LB-
Medium) 
Fa. Roth, Karlsruhe 
Ansatz pro 1000ml: 
• 10 g Trypton 
• 5 g Hefeextrakt 
• 5 g Natriumchlorid 
pH mit NaOH auf 7,5 einstellen 
• 15 g Agar 
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II.3. Präparation von Plasmid-DNA 
 
II.3.1 Material 
Puffer P1 (4°C):   50 mM Tris/HCl 
10 mM EDTA 
100 µg/ml RNase A pH 8,0 
Puffer P2 (RT):  200 mM NaOH  
1% SDS 
Puffer P3 (4°C):  3,0 M Kalium-Acetat pH 5,5 
 
 
Puffer QBT (RT):   750 mM NaCl 
50 mM MOPS (pH 7,0) 
15% Isopropanol   
0,15% Triton X-100 
Puffer QC (RT): 1,0 M NaCl 
50 mM MOPS (pH 7,0)  
15% Isopropanol 
Puffer QF (RT): 1,25 M NaCl 
50 mM Tris (pH 8,5) 
15% Isopropanol 
Säulen QIAGEN-tip 100 
 
 
II.3.2 Durchführung 
Um die Plasmid-DNA der Bakterienzellen zu gewinnen, wurde zunächst eine 
Bakterienkultur herangezüchtet. Zu diesem Zweck wurden je 40 ml LB-Medium 
mit einer Bakterienkolonie inokuliert und über Nacht bei 37°C inkubiert. Die 
entstandene Bakteriensuspension wurde zentrifugiert (6000 rpm, 4°C, 15 min), 
der Überstand verworfen und das die Bakterien enthaltende Pellet in 4 ml Puffer 
P1 resuspendiert. 
Es folgte die Lyse der Bakterien durch Zugabe von Puffer P2 und vorsichtiges 
Mischen. Nach 5 min wurde der Ansatz mit Puffer P3 versetzt, erneut vorsichtig 
durchmischt und 15 min auf Eis inkubiert. Die präzipitierte chromosomale DNA, 
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Proteine und Zelltrümmer konnten nun durch Zentrifugation (13000 rpm, 30 
min, 4°C) abgetrennt werden. Der Überstand (enthält die Plasmid-DNA) wurde 
ein weiteres Mal zentrifugiert (13000 rpm, 15 min, 4°C) und auf eine Säule 
(QIAGEN-tip 100) gegeben, die zuvor zweimal mit 4 ml Puffer QBT äquilibriert 
worden war. Zum Waschen der Säule wurden zweimal 10 ml Puffer QC 
verwendet. Die an das Säulenmaterial gebundene Plasmid-DNA wurde mit 5 ml 
Puffer QF eluiert und durch Zugabe von Isopropanol (0,7 v/v) gefällt. Das bei 
einer letzten Zentrifugation (9500 rpm, 30 min, 4°C) erhaltene Pellet wurde 
luftgetrocknet und in 50 ml H2O bidest. gelöst. 
 
 
 
II.4. Präparation der Gesamt-DNA eines Bakteriums 
 
II.4.1 Material 
Puffer 1:   50 mM TRIS/HCl 
 
Lysozym-Lösung: 50 mM EDTA, pH 8,0 
10 mg/ml Lysozym 
0,25 M TRIS/HCl, pH 8,0 
STEP-Lösung:  0,5%(w/v) SDS 
50 mM TRIS/HCl 
0,4 M EDTA 
1mg/ml Proteinase K 
RNase A-Lösung: 10 mg/ml RNase A 
50 mM Na-Acetat, pH 5,0 
 
 
II.4.2 Verfahren 
Zunächst wurde eine Übernachtkultur herangezüchtet, die Bakteriensuspension 
abzentrifugiert (15 min, 4°C, 5000 rpm) und das dabei entstandene Pellet in 5 
ml Puffer 1 resuspendiert. Nach mindestens einstündiger Inkubation bei -20°C 
wurden die gefrorenen Zellen mit 0,5 ml Lysozymlösung versetzt, unter 
Invertieren aufgetaut und weitere 45 min auf Eis inkubiert. Als nächstes wurde 1 
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ml STEP-Lösung zugegeben und der Ansatz nach vorsichtigem Mischen für 
eine Stunde im 50°C-Wasserbad inkubiert. Da der Bakterienextrakt neben DNA 
auch RNA und Proteine enthielt, mußte die DNA in eine reine Form überführt 
werden. Zur Enfernung der Verunreinigung durch RNA wurde RNaseA (4µl der 
Stammlösung) zugegeben und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Proteine 
wurden durch Extraktion mit 6 ml Phenol entfernt. Nach der Phasentrennung 
durch Zentrifugation (15 min. 10000 rpm) wurde die wässrige Phase in einen 
Glaskolben überführt und die DNA in 0,1 v/v 3 M Na- Acetat (pH 5,2) und 2,5 
v/v 96% Ethanol gefällt. Das entstandene Präzipitat wurde einmal in 100% 
Ethanol und einmal in 70% Ethanol gewaschen, um es schließlich in 100 µl H2O 
bidest. zu lösen. Es folgte eine weitere Behandlung mit 6 µl RNaseA (15 min, 
37°C). 
 
 
II.5. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
Das Vorkommen verschiedener Virulenzgene (α-hly, eae, ial1/2, lt, st, EAF, 
stx2d, PCVD) und Gene der Yersinia HPI (fyuA, irp2) wurde mittels PCR 
überprüft. Zunächst wurde durch Inokulation einer Kolonie (ca. 104 Zellen) in 50 
µl NaCl (150 mM) eine Bakteriensuspension hergestellt. Es wurde folgender 
Ansatz in ein Reaktionsgefäß pipettiert: 
5 µl Bakteriensuspension 
5 µl 10-fach AmpliTaq-Reaktionspuffer (100 mM Tris/HCl pH8,3, 500 mM 
KCl) 
3 µl MgCl2-Puffer (25 mM) 
1 µl Primer 1 (vgl. Tab. 2) 
1 µl Primer 2 (vgl. Tab. 2) 
1 µl dNTP-Mix (je 10 mM dADP, dCTP, dGTP, dTTP) 
0,4 µl AmpliTaq-DNA Polymerase (entspricht zwei Einheiten) 
H2O bidest. auf 50 µl 
 
Um das Verdunsten des Reaktionsansatzes zu verhindern, wurde er mit 50 µl 
Mineralöl überschichtet. 
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Die Polymerase-Kettenreaktion umfasst mehrere Schritte. Während 
fünfminütigem Lysieren der Bakterien wird die DNA in Einzelstränge getrennt 
(Denaturierung). Dann folgt die Hybridisierung, wobei sich die Primer an die 
Stränge anheften, um im Syntheseschritt den Gegenstrang zu synthetisieren. 
Die Reaktion umfasst zumeist 30 Zyklen der Schritte Denaturierung, 
Hybridisierung und Synthese. Die PCR-Amplifikation wurde in einem 
automatischen Thermocycler (Thermocycler 60, Bio-Med) durchgeführt. 
Die jeweiligen Primersequenzen und PCR-Bedingungen sind in Tabelle 2 
aufgeführt. 
Um das gesuchte Amplifikationsprodukt zu identifizieren, wird eine Agarosegel-
Elektrophorese in TBE-Puffer durchgeführt. Anschließend wird das Gel in 
Ethidiumbromid-Lösung gefärbt und gewässert. Danach können die DNA-
Banden durch UV-Licht (312 nm) sichtbar gemacht und fotografiert werden. 
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Tabelle 2: Primersequenzen und PCR-Bedingungen 
Primer-
Bezeichnung 
(Referenz) 
Primersequenz 3’-5’ Target-
Sequenz 
Länge des 
Amplifi-
kations-
produktes  
PCR-Bedingungen 
 
 
 
    Dena-
turie-
rung 
Hybri-
disie-
rung 
Syn-
these 
AHLY-1 
AHLY-4 (50) 
ggt gca gca gaa aaa gtt gta g 
tct cgc ctg ata gtg ttt ggt a 
α-hly 1550 bp 94°c; 
30sec 
57°c; 
60sec 
72°c; 
90sec 
Ial 1 
Ial 2 (13) 
ctg gat ggt atg gtg agg 
tta ttc caa caa tta ttt cc 
EIEC-
Plasmid-
fragment 
320 bp 94°c ; 
30sec 
51°c ; 
60sec 
72°c ; 
40sec 
ST Ia primer1 
ST Ia primer2 
(52) 
tct gta tta tct ttc ccc tc 
ata aca tcc agc aca ggc 
ST/H 186 bp 94°c; 
60sec 
43°c ; 
60sec 
72°c ; 
40sec 
LT-A primer1 
LT-A primer2 
(52) 
ggc gac aga tta tac cgt gc 
cca aat tct gtt ata tat gtc 
LT/H 696 bp 94°c ; 
60sec 
43°c ; 
60sec 
72°c ; 
120sec 
EAF1 
EAF25 (12) 
cag ggt aaa aga aag atg ata a 
tat ggg gac cat gta tta tca 
EAF-
Plasmid-
fragment 
397 bp 94°c; 
30sec 
53°c ; 
60sec 
72°c ; 
50sec 
SK1 
SK2 (50) 
ccc gaa ttc ggc aca agc ata agc 
ccc gga tcc gtc tcg cca gta ttc g 
eae 
 
863 bp 94°c ; 
30sec 
52°c; 
60sec 
72°c; 
60sec 
pCVD 432 
Start 
pCVD 432 
Ende (2) 
ctg gcg aaa gac tgt atc at 
 
taa tgt ata gaa atc cgc tg 
EAEC-
Plasmid-
fragment 
630 bp 94°c ; 
30sec 
53°c ; 
60sec 
77°c ; 
50sec 
VT2-cm 
VT2-f (43) 
aag aag ata ttt gta gcg g 
aag aag ata ttt gta gcg g 
stx2d 256 bp 94°c ; 
30sec 
55°c ; 
60sec 
72°c ; 
60sec 
Irp2 FP 
Irp2 RP (51) 
aag gat tcg ctg tta ccg gac 
tcg tcg ggc agc gtt tct tct 
irp2 280 bp 94°c ; 
30sec 
61°c ; 
60sec 
72°c; 
45sec 
FyuA FP 
FyuA RP (51) 
gcg acg gga agc gat tta 
cgc agt agg cac gat gtt gta 
fyuA 780 bp 94°c; 
30sec 
56°c ; 
60sec 
72°c ; 
45sec 
 
 
In der folgenden Tabelle (3) sind diejenigen Referenzstämme aufgeführt, die 
aufgrund ihres Virulenzprofils als Positivkontrollen bei den PCR-
Untersuchungen eingesetzt wurden.  
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Tabelle 3: Virulenzprofil der Referenzstämme für die PCR-Untersuchungen 
Stamm  Virulenzprofil Referenz 
17-2 α-hly, EAF-Plasmid, fyuA, irp2 65* 
76-5 EIEC-Plasmid 2* 
117/86 ST/H, LT/H 52* 
2348/69 EAF-Plasmid 12* 
4797/97 stx2d, eae 49* 
* vgl. Literaturanhang 
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II.6. DNA-DNA-Hybridisierung 
 
II.6.1 Material 
20 x SSC 3 M NaCl 
0,3 M Na-Citrat 
DNA I 1,5 M NaCl 
0,5 M NaOH 
DNA II 1 M Tris 
1,5 M NaCl, pH 8,0 
Hybridisierungslösung 5 x SSC 
0,1 % (w/v) N-Lauroylsarcosin (Na-
Salz) 
0,2 % (w/v) SDS 
1 % (w/v) Blocking-Reagenz 
(bei 50 - 60° lösen, ca. 30 min) 
Waschlösung 1 0,1 % SDS 
2 x SSC 
Waschlösung 2 0,1 % SDS 
0,03 % SSC 
Färbung 1 100 mM Tris/HCl, pH 7,5 
150 mM NaCl 
Färbung 2 0,5 % Blocking-Reagenz in Färbung 1 
(bei 50 - 70° lösen, ca. 30 min) 
Färbung 3 100 mM Tris/HCl, pH 9,5 
100 mM NaCl 
50 mM MgCl2 
Färbelösung 10 ml Färbung 3 
45 µl NBT 
35 µl X-Phosphat 
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Aus dem DIG DNA Labeling and Detection Kit wurden folgende Reagenzien 
verwendet: 
Blocking Reagenz 
10x Hexanukleotid-Mix 
10x dNTP-Mix (dATP, dCTP, dGTP, dTTP, DIG-dUTP) 
Anti-Digoxigenin-AP-Konjugat vom Schaf (Fab-Fragmente) 
Klenow-Enzym (2 Einheiten/µl) 
NBT (75 mg/ml Nitroblue-tetrazolium-Salz in Dimethylformamid – 70%) 
X-Phosphat (50 mg/ml 5-Bromo-4-Chloro-3-Insolylphosphatin 
Dimethylformamid – 100%) 
 
 
II.6.2 Herstellung und Markierung der DNA-Sonden 
Um Digoxigenin-markierte DNA-Sonden herzustellen, wurden im Agarosegel 
aufgereinigte PCR-Produkte verwendet. 
10 µl aufgereinigtes PCR-Produkt wurde zur Denaturierung 10 min bei 95°C 
aufgekocht und 2 min auf Eis gestellt. Es wurden 2 µl Hexanukleotid-Mix, 2 µl 
dNTP-Markierungsmix und 1 µl Klenow-Enzym zugefügt und der Ansatz auf 20 
µl mit H2O bidest. aufgefüllt. Nach 60 minütiger Inkubationszeit wurde die 
Reaktion durch Zugabe von 2 µl EDTA-Lösung (0,2 M, pH 8,0) beendet. Zur 
DNA-Fällung wurde das Reaktionsgemisch mit 2,5 µl LiCl (4 M) und 75 µl 
Ethanol (100%) versetzt. Dem folgte nach 2 stündiger Inkubation bei –70°C die 
Abtrennung der DNA durch Zentrifugation (10 min, 4°C, 14500 rpm). Das 
entstandenen Pellet wurde mit 40 µl Ethanol (70%) gewaschen und in 50 µl 
H2O bidest. gelöst. 
 
 
II.6.3 DNA-Transfer von Agarosegelen auf Nylonmembran 
Nach Elektrophorese und Färbung wurde das Gel auf minimale Größe 
geschnitten. Zur Denaturierung der DNA wurde das Gel 60 min unter leichtem 
Schütteln in DNA I inkubiert, wobei die Lösung nach 15 min durch eine frische 
Lösung ersetzt wurde. Es folgte eine 60 minütige Neutralisation in DNA II 
(wiederum Austausch der Flüssigkeit nach 15 min). 
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Um den DNA-Transfer vorzubereiten wurden mehrere Blätter MM-Papier auf 
eine erhöhte Glasplatte gelegt, sodass die Enden der Blätter in eine Wanne mit 
10x SSC tauchten. Das Gel wurde nun mit der Oberseite nach unten auf das 
Papier gelegt und eine in 2x SSC angefeuchtete Nylonmembran (genau in 
Gelgröße) blasenfrei aufgelegt. Auf die Nylonmembran wurden weitere Blätter 
MM-Papier und ein Stapel Saugpapier gelegt. Um einen gleichmäßigen Kontakt 
zu gewährleisten, wurde das Papier mit ca. 500 g beschwert. Der DNA-Transfer 
vom Gel in die Nylonmembran fand über Nacht bei Raumtemperatur statt. 
Am nächsten Morgen wurden die Stellen der Geltaschen auf der 
Nylonmembran markiert und die Membran nach Auftropfen der Positivkontrolle 
– präparierte DNA –  noch 5 min in 6x SSC gewaschen. Zur Fixierung der DNA 
wurde die Nylonmembran zwischen 3 MM-Papier 2 Stunden bei 80°C im 
Hybridisierungsofen gebacken. 
 
 
II.6.4 Hybridisierung 
Die Markerspur wurde zunächst abgetrennt, um sie im Hybridisierungsschritt 
getrennt mit Markersonde zu behandeln. Die ganze weitere Behandlung der 
Membran fand eingeschweißt in Hybridisierungsbeutel statt. Durch einstündige 
Inkubation in Prähybridisierungslösung (1 h, 68°C-Wasserbad) wurden die 
vorhandenen freien Bindungsstellen abgesättigt. Zur Vorbereitung der 
Hybridisierung wurde die Sonde 10 min im Wasserbad aufgekocht und dann 
sofort 2 min auf Eis gestellt. Die Hybridisierung folgte durch Behandlung der 
Membran mit 25 – 50 ng/ml DNA-Sonde in frischer Prähybridisierungslösung 
(über Nacht im 60°C-Wasserbad). 
 
 
II.6.5 Färbung der DNA-DNA-Hybride 
Nach stattgefundener Hybridisierung wurde die Membran 2 mal 5 min in 
Waschlösung 1 und – um eine 95%ige Homologie zu gewährleisten – 2 mal 15 
min in Waschlösung 2 bei 60°C inkubiert. Dann wurde sie 1 min in Färbung 1, 
30 min in Färbung 2 und noch einmal 1 min in Färbung 1 gewaschen. Der 
Behandlung mit Konjugatlösung folgte 2 mal 15 min Waschen in Färbung 1 und 
2 min Äquilibrieren in Färbung 3. Die tatsächliche Färbung der Hybride fand 
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(wieder im Plastikbeutel) durch Inkubation mit 10 ml Färbelösung im Dunkeln 
statt. bei Sichtbarwerden von Banden wurde die Reaktion in 50 ml TE-Puffer 
gestoppt. Die getrocknete Membran wurde im Dunkeln aufbewahrt. 
 
 
II.7. Antibiotika-Resistenzbestimmungen 
 
II.7.1 Agardiffusionstest 
Bei der Resistenzbestimmung mittels Agardiffusionstests werden auf einen 
beimpften Agarnährboden Filterblättchen, die je mit einer definierten 
Konzentration eines Antibiotikums getränkt wurden, aufgebracht. Der 
Durchmesser des nach 24-stündiger Bebrütung im Bakterienrasen sichtbar 
gewordenen Hemmhofes dient als Maß für die Empfindlichkeit des Stammes. 
Zunächst wurde eine Keimsuspension hergestellt, indem 3-5 Kolonien des 
jeweiligen Stammes in 4 ml Tryptose-Soja-Bouillon inokuliert wurden. Nach 2-3 
Stunden Inkubation im 37°C-Wasserbad erfolgte eine Verdünnung mit 
physiologischer Kochsalzlösung auf eine Trübung nach McFarland 0.5. Die 
Keimsuspension wurde auf Müller-Hinton (MH)-Agar mit einem Wattetupfer 
ausgestrichen. Zur Applikation der Antibiotikaplättchen auf dem vorbehandelten 
Agar wurde eine Dispencer verwendet. Die Antibiotikaplättchen wurden durch 
eine ausgeglühte Pinzette angedrückt. 
Nach 24-stündiger Bebrütung bei 37°C waren im Bakterienrasen mehr oder 
weniger große Hemmhöfe im Bakterienwachstum erkennbar. Das Ablesen 
erfolgte mit Hilfe standardisierter Schablonen, die für jedes Antibiotikum einen 
spezifischen Radius angeben, in dem ein empfindlicher Keim nicht wachsen 
sollte. Keime, die innerhalb des jeweiligen Radius wuchsen, wurden als 
resistent gewertet; war der festgelegte Hemmhof vorhanden, wurden sie als 
empfindlich registriert. 
 
 
II.7.2 Bestimmung der minimalen Hemmkonzentration (MHK) 
Mit den im Agardiffusionstest Resistenzen aufweisenden Stämmen wurde nun 
der Etest durchgeführt. Auf dem gleichen Prinzip beruhend wie der 
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Agardiffusionstest, kann man mit ihm die Wirkung verschiedener 
Antibiotikakonzentrationen beurteilen. 
Man verwendet einen Kunststoffstreifen, der auf der Oberfläche mit einer MHK-
Skala versehen ist, während seine Unterseite so mit dem jeweiligen 
Antibiotikum präpariert ist, dass sich ein exponentiell abfallender 
Konzentrationsgradient ergibt (je nach Antibiotikum 0,002 – 32 µg/ml bzw. 
0,016 - 256 µg/ml). Wie oben beschrieben, wird eine mit dem zu 
untersuchenden Stamm beimpfte Nährbouillon auf MH-Agar ausgestrichen und 
die Etest-Streifen darauf gelegt. 
Nach 18-stündiger Inkubation bei 37°C sind ellipsenförmige Hemmhöfe im 
Bakterienrasen erkennbar. Die minimale Hemmkonzentration lässt sich an der 
Stelle ablesen, an welcher die Begrenzung des Hemmhofes den Antibiotika-
getränkten Streifen schneidet. 
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III. Ergebnisse 
 
III.1. Erregerspektrum und phänotypische Eigenschaften 
Innerhalb der 14 Stx2e-produzierenden E. coli-Isolate wurden 9 verschiedene 
Serovare ermittelt (Tab. 3). Um die Fähigkeit zur Sorbitolfermentation zu prüfen, 
wurde ein MacConkey-Agar verwendet, der anstelle von Lactose mit dem 
Zuckeralkohol Sorbitol versetzt ist (SMAC-Agar). Bei der Fermentation von 
Sorbitol zu Fructose bilden typische E. coli pinkfarbene, leicht erhabene 
Kolonien. Hierdurch unterscheiden sie sich von EHEC O157:H7, die nicht in der 
Lage sind, Sorbitol zu fermentieren. Alle Stämme waren in der Lage, Sorbitol zu 
fermentieren. Sie können somit auf dem für E. coli O157:H7 empfohlenen 
Sorbit-MacConkey Agar nicht identifiziert werden. Der für humanpathogene 
STEC typische enterohämolytische Phänotyp wurde auf Enterohämolysinagar 
von keinem der Isolate ausgeprägt. Der zum E. coli Serovar O2:H5 gehörende 
Stamm 5589 produziert allerdings α-Hämolysin. In einer PCR mit Primern, die 
zu dem α-Hämolysin-Gen (α−hly) komplementär sind, ergab sich für diesen 
Stamm ein ca. 490 bp-großes PCR-Fragment (Abb. 3). In einem kommerziell 
erhältlichen Stx-Enzymimmunoassay zeigten die Kulturüberstände aller Isolate 
einen positiven Reaktionsausfall.  
Die phänotypischen Merkmale der Stx2e-produzierenden Stämme sind in Tab. 
3 zusammengefasst. 
 
Nachweis des eae-Gens  
Das eae-Gen ist Bestandtteil der Pathogenitätsinsel LEE (Locus of Enterocyte 
Effacement) und kodiert für das Protein Intimin. Unsere Untersuchungen 
zeigen, dass dieses Gen bei keinem der Stx2e-produzierenden Isolate 
nachweisbar war (Tab. 5).  
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Abbildung 1: Nachweis der aus der α-hly-PCR resultierenden DNA-
Fragmente im Agarosegel:  
Spur 1: Stamm 5589, Spur 2: Stamm 3054/97, Spur 3: Stamm EH186, 
Spur 4: Stamm EH60, Spur 5: Stamm 24059/97, Spur 6: Stamm 24066/97, 
Spur 7: Stamm 2771/97, Spur 8: Stamm 26725/97, Spur 9: Stamm 
3229/98, Spur 10: Stamm 3357/98, Spur 11: Stamm 2392/98, Spur 12: 
Stamm 626/98, Spur 13: Stamm E57, Spur 14: Stamm ED53, Spur 15: 
Positivkontrolle (EDL933) 
1 2 3 4 5 6 7 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
490 bp 
9 10 11 12 13 14 15 
 
 
 
 
 
 
 
 
490 bp 
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Tabelle 3: Ergebnisse der phänotypischen Analyse  
*Stx-ELISA : Shiga Toxin-Enzymimmunoassay 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Stamm Serotyp Phänotyp 
  α− 
Hämolyse 
Entero-
hämolytischer 
Phänotyp 
Sorbitol-
fermentation 
Stx-ELISA* 
5589 O2:H5 + ∅ + + 
3054/97 O8:HNT ∅ ∅ + + 
EH186 O60:H- ∅ ∅ + + 
EH60 O101:H9 ∅ ∅ + + 
24059/97 ONT:H10 ∅ ∅ + + 
24066/97 ONT:H- ∅ ∅ + + 
2771/97 ONT:H- ∅ ∅ + + 
26725/97 ONT:H- ∅ ∅ + + 
3229/98 O8:H- ∅ ∅ + + 
3357/98 ONT:H- ∅ ∅ + + 
AHB 92/98 O8:H- ∅ ∅ + + 
AHB 26/98 ONT:H- ∅ ∅ + + 
E57 O138:K81 ∅ ∅ + + 
E-D53 O101:H- ∅ ∅ + + 
EDL933 O157:H7 ∅ + ∅ + 
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III.2. Darstellung der Plasmid-DNA 
Die Plasmide wurden zunächst nach dem im Methodenteil beschriebenen 
Prinzip präpariert. Die so gewonnene Plasmid-DNA wurde nun mit Hilfe des 
Restriktionsenzyms EcoRI in Fragmente zerteilt. Restriktionsenzyme sind 
Endonukleasen, die spezifische DNA-Sequenzen erkennen können und die 
DNA-Helix an rotationssymmetrischen Stellen schneiden. Für EcoRI ist dies die 
Sequenz: 
5‘...G’AATTC...3‘ 
3‘...CTTAAG...5‘ 
Die Restriktionsfragmente wurden mittels TBE-Gel-Elektrophorese getrennt und 
anschließend mit Ethidiumbromid angefärbt (Abbildung 4). 
Die Anordnung der DNA-Fragmente stellt für jeden Stamm einen 
unterschiedlichen „genetischen Fingerabdruck“ dar. Man nennt dieses 
Phänomen Restriktionsfragmentlängen-Polymorphismus (RFLP). 
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Marker  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11  12   13   14   15  Marker 
Abbildung 2: Gelelektrophoretische Analyse der mit EcoRI geschnittenen Plasmid-
DNA  
Die Spuren 1 bis 15 zeigen Restriktionsverdauungen der Plasmide unterschiedlicher 
Stämme. 
Spur 1: Stamm 5589, Spur 2: Stamm 3054/97, Spur 3: Stamm EH186, Spur 4: Stamm 
EH60, Spur 5: Stamm 24059/97, Spur 6: Stamm 24066/97, Spur 7: Stamm 2771/97, Spur 
8: Stamm 26725/97, Spur 9: Stamm 3229/98, Spur 10: Stamm 3357/98, Spur 11: Stamm 
2392/98, Spur 12: Stamm 626/98, Spur 13: Stamm E57, Spur 14: Stamm E-D53, Spur 15: 
Positivkontrolle (EDL933) 
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III.3. Darstellung der chromosomalen DNA 
Die chromosomale DNA wurde, wie im Methodenteil beschrieben, präpariert. 
Um die chromosomale DNA in Fragmente zu schneiden, wurden die 
Restriktionsenzyme EcoRI und PvuI verwendet. Im Anschluss wurden die 
Fragmente ebenso mit Hilfe der Gel-Elektrophorese aufgetrennt und mit 
Ethidiumbromid angefärbt. 
Durch den Doppeltverdau erhält man zahlreichere Fragmente (Abbildung 3). 
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Marker  1  2  3  4  5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15    Marker 
Abbildung 3: Gelelektrophoretische Analyse der mit EcoRI und PvuI geschnittenen 
chromosomalen DNA  
Spur 1: Stamm 5589, Spur 2: Stamm 3054/97, Spur 3: Stamm EH186, Spur 4: Stamm 
EH60, Spur 5: Stamm 24059/97, Spur 6: Stamm 24066/97, Spur 7: Stamm 2771/97, Spur 
8: Stamm 26725/97, Spur 9: Stamm 3229/98, Spur 10: Stamm 3357/98, Spur 11: Stamm 
2392/98, Spur 12: Stamm 626/98, Spur 13: Stamm E57, Spur 14: Stamm ED53, Spur 15: 
Positivkontrolle (EDL933) 
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III.4. Antibiotikaresistenzen 
Viele Bakterien weisen primäre oder sekundär erworbene Resistenzen gegen 
einzelne antimikrobiologische Chemotherapeutika auf, welche die Möglichkeiten 
einer Antibiotikatherapie einschränken. Es ist daher von großer Wichtigkeit, 
Resistenzbestimmungen vorzunehmen, um eine auf den jeweiligen Keim gezielt 
abgestimmte Therapie einleiten zu können. 
Zur Erstellung eines Antibiogramms wurden die gegen gram-negative Bakterien 
üblichen Antibiotika Ampicillin, Mezlozillin, Piperazillin, Imipenem, Cefotaxim, 
Cefoxim, Cefotiam, Gentamicin, Tetracyclin, Cotrimoxazol, Ofloxacin und 
Ciprofloxacin verwendet. 
Gegen Imipenem, Cefotaxim, Cefoxim, Cefotiam, Gentamicin, Ofloxacin und 
Ciprofloxacin traten in keinem Fall Resistenzen auf. Fünf der Isolate waren 
gegen mindestens ein Antibiotikum resistent. Am häufigsten trat eine Resistenz 
gegen Tetracyclin und das Penizillinderivat Ampicillin auf. Zwei Stämme waren 
gegen Piperazillin und Mezlozillin – ebenfalls Penizillinderivate – resistent. Auf 
die Kombination Cotrimoxazol reagierte nur ein einziger Bakterienstamm nicht 
sensibel.
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III.5. Vorkommen verschiedener Virulenzgene 
 
III.5.1 Nachweis und Lokalisation der Shiga Toxin-Gene 
Die chromosomale DNA wurde zunächst mit den Restriktionsenzymen EcoRI 
und PvuI geschnitten. Nach Auftrennung der DNA mittels Elektrophorese wurde 
wie beschrieben weiter verfahren. Als Sonde wurde ein stx2e- bzw. ein die B-
Untereinheit von stx2-tragendes Fragment verwendet, das zunächst mittels 
PCR angereichert wurde. 
Alle untersuchten Stämme waren Träger des Gens stx2e, welches das Stx2e 
kodiert (siehe Abbildung 4). 
 
 
 
Abbildung 4: Detektion von stx2eA durch Southernblot-Hybridisierung.  
Spur 1: Stamm 5589, Spur 2: Stamm 3054/97, Spur 3: Stamm EH186, Spur 4: 
Stamm EH60, Spur 5: Stamm 24059/97, Spur 6: Stamm 24066/97, Spur 7: 
Stamm 2771/97, Spur 8: Stamm 26725/97, Spur 9: Stamm 3229/98, Spur 10: 
Stamm 3357/98, Spur 11: Stamm E57, Spur 12: Stamm E-D53, Spur 13: 
Stamm EDL 933 (Positivkontrolle), Spur 14: Stamm 2392/98, Spur 15: Stamm 
626/98  
 
 
Die Hybridisierung mit einer Sonde für die B-Untereinheit des Stx2 kodierenden 
stx2 zeigte ebenfalls bei allen Stämmen ein positives Ergebnis (Abbildung 5). 
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Die chromosomale DNA wurde mit den gleichen Enzymen geschnitten wie 
zuvor bei der Detektion von stx2e. 
 
Abbildung 5: Detektion von stx2eB durch Southernblot-Hybridisierung. 
Spur 1: Stamm 5589, Spur 2: Stamm 3054/97, Spur 3: Stamm EH186, Spur 4: 
Stamm EH60, Spur 5: Stamm 24059/97, Spur 6: Stamm 24066/97, Spur 7: 
Stamm 2771/97, Spur 8: Stamm 26725/97, Spur 9: Stamm 3229/98, Spur 10: 
Stamm 3357/98, Spur 11: Stamm 2392/98, Spur 12: Stamm 626/98Stamm, 
Spur 13: Stamm E57, Spur 14: Stamm E-D53, Spur 15: EDL 933 
(Positivkontrolle) 
 
 
Zur Detektion des Gens stx2d wurde eine PCR durchgeführt. Es war keiner der 
Bakterienstämme Träger des Gens. Diese Variante des Shiga Toxins wird 
demnach von keinem der hier untersuchten Isolate produziert (siehe Tabelle 5). 
Träger des Gens stx1, welches das Shiga Toxin 1 kodiert, war lediglich der 
Referenzstamm EDL933 (O157:H7). Untersucht wurde dies durch 
Hybridisierung der chromosomalen DNA mit einer die B-Untereinheit des Toxins 
kodierenden DNA-Sequenz (Tabelle 5). 
 
Die Pathogenität der analysierten E. coli-Stämme beruht hauptsächlich auf der 
Produktion von Stx2e, einer Variante von Stx2, die v.a. aus Schweinen isoliert 
wurde. Neben der bei Schweinen in diesem Zusammenhang auftretenden 
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Ödemkrankheit kann Stx2e in seltenen Fällen auch beim Menschen 
Krankheiten auslösen. Meist handelt es sich hierbei um unblutige 
Durchfallerkrankungen, es wurden jedoch auch seltene Fälle von HUS in der 
Literatur beschrieben (42). 
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Tabelle 4: Molekularbiologischer Nachweis unterschiedlicher 
Virulenzgene in Stx2e-produzierenden Stämmen 
Stämme Serotyp Virulenzgene 
  
stx2d1 
 
stx2e2 
 
stx2b2 
 
stx1b2 
 
eae1 
5589 O2:H5 ∅ + + ∅ ∅ 
3054/97 O8:HNT ∅ + + ∅ ∅ 
EH186 O60:H- ∅ + + ∅ ∅ 
EH60 O101:H9 ∅ + + ∅ ∅ 
24059/97 ONT:H10 ∅ + + ∅ ∅ 
24066/97 ONT:H- ∅ + + ∅ ∅ 
2771/97 ONT:H- ∅ + + ∅ ∅ 
26725/97 ONT:H- ∅ + + ∅ ∅ 
3229/98 O8:H- ∅ + + ∅ ∅ 
3357/98 ONT:H19 ∅ + + ∅ ∅ 
AHB 
2392/98 
O8:H- ∅ + + ∅ ∅ 
AHB 626/98 ONT:H- ∅ + + ∅ ∅ 
E57 O138:K81 ∅ + + ∅ ∅ 
E-D53 O101:H- ∅ + + ∅ ∅ 
EDL933 O157:H7 ∅ + + + + 
1 Nachweis mittels PCR; 2 Nachweis mittels Southernblot-Hybridisierung 
 
III.5.2 Vorkommen der Pathogenitätsinsel HPI 
Yersinia spp. besitzen in ihrem Erbgut eine plasmidkodierte Pathogenitätsinsel 
(51). Auf dieser Pathogenitätsinsel liegen die Gene irp1, irp2 und fyuA. Die 
genannten Gene kodieren ein System zur Aufnahme und Speicherung von 
Eisen. (41) Die Polypeptide, die das Eisenaufnahmesystem bilden, wurden bei 
humanpathogenen E. coli gefunden. Es scheint also ein horizontaler Transfer 
der Pathogenitätsinsel zwischen Yersinia pestis und pathogenen E. coli-
Stämmen stattgefunden zu haben (44). Der fyuA-irp-Gen-Cluster findet sich bei 
E. coli auf der chromosomalen DNA (51). 
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Die Pathogenitätsinsel ist nicht gleichmäßig in allen humanpathogenen E. coli 
vorhanden. 
Mit Hilfe der Polymerase-Kettenreaktion wurde nach den Genen irp2 und fyuA, 
die sich auf dem fyuA-irp-Gen-Cluster befinden, gesucht. Die vier Stämme 
EH186, 24059, 3357, 2392 waren positiv für irp2 und fyuA, während bei den 
anderen die beiden Gene nicht vorhanden waren. In der irp2-PCR (Abbildung 6) 
sind bei 280 bp Banden zu sehen. Abbildung 10 zeigt die fyuA-PCR, hier sind 
auf der Höhe von 780 bp deutliche Banden sichtbar. Das Vorhandensein dieser 
Gene macht die Existenz der Pathogenitätsinsel von Yersinia pestis bei den 
Stämmen EH186, 24059/97, 3357/98 und 2392/98 sehr wahrscheinlich, da irp2 
und fyuA Bestandteile der Pathogenitätsinsel sind. 
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280 bp 
Abbildung 6: Agarosegel mit den PCR-Produkten aus der irp2-PCR.  
Spur 1: Stamm 5589, Spur 2: Stamm 3054/97, Spur 3: Stamm EH186, 
Spur 4: Stamm EH60, Spur 5: Stamm 24059/97, Spur 6: Stamm 
24066/97, Spur 7: Stamm 2771/97, Spur 8: Stamm 26725/97, Spur 9: 
Stamm 3229/98, Spur 10: Stamm 3357/98, Spur 11: Stamm 2392/98, 
Spur 12: Stamm 626/98, Spur 13: Stamm E57, Spur 14: Stamm ED53, 
Spur 15: Stamm EDL933, Spur 16/17: Positivkontrollen (doppelt): Stamm 
17-2 
 
280 bp 
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Tabelle 5: Nachweis von fyuA und irp2 in Stx2e-produzierenden E. coli 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Stamm Serotyp fyu A irp 2 
5589 O2:H5 ∅ ∅ 
3054/97 O8:HNT ∅ ∅ 
EH186 O60:H- + + 
EH60 O101:H9 ∅ ∅ 
24059/97 ONT:H10 + + 
24066/97 ONT:H- ∅ ∅ 
2771/97 ONT:H- ∅ ∅ 
26725/97 ONT:H- ∅ ∅ 
3229/98 O8:H- ∅ ∅ 
3357/98 ONT:H19 + + 
AHB 2392/98 O8:H- + + 
AHB 626/98 ONT:H- ∅ ∅ 
E57 O138:K81 ∅ ∅ 
ED53 O101:H- ∅ ∅ 
EDL933 O157:H7 ∅ ∅ 
Positivkontrolle 
17-2  
 + + 
               1     2    3     4    5     6   7    8 
            9   10  11   12  13   14  15   16 
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IV. Diskussion 
Krankheiten und Infektionen, die direkt oder indirekt zwischen Tieren und 
Menschen übertragen werden, definieren sich als Zoonosen. Ständig entstehen 
im Tierreich neuartige Infektionserreger, die über direkten Kontakt oder indirekt 
über kontaminierte Lebensmittel auf den Menschen übertragen werden. Diese 
Krankheitserreger (u.a. Geflügelpestviren, SARS-Erreger, Salmonellen, 
Campylobacter, EHEC) haben eine zunehmend große gesundheitspolitische 
Bedeutung. Häufig wird die Entstehung neuer Zoonoseerreger erst erkannt, 
wenn bereits Menschen erkrankt sind. Gegenmaßnahmen (Therapie, 
antiepidemische Strategien, Erfassung der Infektionsquellen und -wege etc.) 
werden bisher immer viel zu spät eingeleitet.  
 
In der vorliegenden Arbeit wurden Stx2e-produzierende E. coli-Stämme 
analysiert, die sowohl bei Erkrankungen des Menschen als auch beim Schwein 
isoliert werden. Die phänotypische Charakterisierung der Isolate umfasste die 
Bestimmung des Serovars, des Hämolysetyps auf Blutplatten, der 
Antibiotikaempfindlichkeit sowie des Nachweises der Sorbitfermentation und 
der Expression der Shiga Toxine (Stx) in einem Enzymimmunoassay. Bei der 
Genotypisierung wurde eine Feintypisierung der stx-Gene durchgeführt. Des 
Weiteren wurde bei allen Stämmen das Vorhandensein von Genen der 
Pathogenitätsinsel LEE überprüft und es wurden die Plasmidprofile ermittelt. 
Alle untersuchten Stx2e-produzierenden Stämme waren in der eae-PCR 
negativ. Dieses Gen wird bei ca. 95% der mit schweren Erkrankungen 
assoziierten STEC-Stämmen gefunden (14, 16). Eine Subdifferenzierung der 
stx-Determinanten wurde von allen Stx2e-produzierenden Isolaten 
durchgeführt. Die Ergebnisse zeigen, dass lediglich das stx2e-Gen gefunden 
wurde, allerdings mit unterschiedlicher Kopienzahl. Die mit HUS assoziierten 
Stx-Typen Stx2 und Stx2c wurden bei den hier untersuchten Isolaten nicht 
nachgewiesen. Das Vorhandensein des stx2e-Gens und das Fehlen des eae-
Gens scheint auf einen milderen Verlauf hinzudeuten (14). 
 
In dieser Arbeit wurden insgesamt 14 E. coli-Stämme untersucht. Sechs 
stammten von Patienten mit Diarrhoe, vier von asymptomatischen Keimträgern, 
zwei entstammten Fleischproben, die aus Lebensmittel-Routineuntersuchungen 
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im Institut für Medizinische Mikrobiologie in Würzburg verarbeitet worden waren 
sowie je einen Stamm von jeweils einem Schwein mit bzw. ohne 
Durchfallerkrankung. 
Die Stämme, die von den Schweinen isoliert worden waren, besaßen Stx2e. Bei 
allen untersuchten humanen E. coli-Isolaten war mittels ELISA eine Stx2-
Produktion festgestellt worden. Durch Hybridisierung ließ sich bei sämtlichen 
Isolaten aus humanen und Fleischproben ebenfalls der Nachweis von Stx2e 
feststellen. Stx2e-produzierende E. coli sind als Verursacher der Schweine-
Ödem-Krankheit beschrieben (42). Die Schweine, von denen die vorliegenden 
E. coli-Stämme isoliert worden waren, waren allerdings nicht an der Schweine-
Ödem-Krankheit erkrankt. Stx2e-produzierende E. coli können beim Menschen 
Durchfälle auslösen. Bei sechs der 10 humanen Isolate hatten die analysierten 
Stämme aus dem Stuhl von Patienten unblutige Durchfälle ausgelöst. In der 
Literatur sind jedoch auch vereinzelte Fälle von HUS beschrieben, die auf eine 
Infektion mit Stx2e-produzierenden E. coli zurückgehen. Die Isolate aus den 
Fleischproben waren zufällige Befunde aus Lebensmittel-
Routineuntersuchungen.  
In der phänotyischen Charakterisierung waren im Gegensatz zu den 
enterohämorrhagischen E. coli O157:H7 alle untersuchten Stämme in der Lage, 
den Zuckeralkohol Sorbitol zu fermentieren. Allerdings wurde die für typische 
EHEC charakteristische Enterohämolyse nur bei einem Isolat gefunden.  
In den Antibiotika-Resistenztestungen zeigte sich kein typisches 
Resistenzmuster, lediglich bei 5 der 14 getesteten E.coli-Stämme zeigte sich 
eine verminderte bzw. keine Wirksamkeit eines oder mehrerer der geprüften 
Antibiotika.  
Die Analyse der Plasmid-DNA mittels Restriktionsenzymanalyse ergab 
bezüglich der Größe und Anzahl der Restriktionsfragmente ein heterogenes 
Muster. Mittels Southernblot-Hybridisierung wurde nachgewiesen, dass sich die 
Stämme hinsichtlich der Kopienzahl unterschieden. stx2e lag entweder in einer 
oder in zwei Kopien vor. Diese waren bei der Mehrzahl der Stämme auf 
unterschiedlich großen Restriktionsfragmenten lokalisiert.  
In sämtlichen Stämmen war mittels PCR kein Nachweis von bislang bekannten 
Pathogenitätsmerkmalen (α-hly, ST, LT, EAF, eae, Ial 1/2) zu führen. 
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Bei drei der humanen E. coli-Isolate (24059/97, 3357/98, EH186) sowie einer 
der beiden Isolate aus Fleischproben konnten fyuA und irp2 nachgewiesen 
werden. Diese zählen als fakultative Pathogenitätsfaktoren. irp2 kodiert 
zusammen mit weiteren Genen für Yersiniabactin; fyuA kodiert den Rezeptor für 
Yersiniabactin und Pesticin (17; 18; 40) 
Sie stehen im Zusammenhang mit einer Hochpathogenitätsinsel (HPI), welche 
ursprünglich bei Yersinia pestis nachgewiesen worden war, welches für ein 
Eisenaufnahmesystem, das Yersiniabactin genannt wird, kodiert. Wichtige 
Virulenzgene befinden sich häufig auf mobilen Elementen, wodurch ein 
Transfer von einem Erreger zum anderen möglich ist. Dieser horizontale 
Gentransfer muss in relativ junger Zeit stattgefunden haben, da die 
Unterschiede in der Gensequenz der HPI bei verschiedenen Serotypen sehr 
gering sind (24). Bei 60% der HPI-Träger kommt es zu keiner Expression des 
fyuA-kodierten Yersiniabactin-Rezeptors. Es scheint zu einer partiellen 
Zerstörung des Gens gekommen zu sein (51).  
Insgesamt zeigen die Ergebnisse auf molekularer Ebene eine beträchtliche 
Heterogenität der Stx2e-produzierenden E. coli. Dies lässt darauf schließen, 
dass diese Stämme nicht klonalen Ursprungs sind und dass das stx2e-
kodierende Gen in unterschiedlichen Ereignissen auf diese E. coli übertragen 
wurde.  
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VI. Abkürzungen 
µg Mikrogramm 
µl Mikroliter 
A/E-Läsionen „Attaching and Effacing“-Läsionen 
Abb. Abbildung 
Aqua dest. Aqua destillata (Destilliertes Wasser) 
bidest. Bidestillata 
bp Basenpaare 
C Celsius 
E.coli Escherichia coli 
eae „E.coli attaching and effacing“ 
EAEC Enteroaggregative E.coli 
EHEC Enterohämorrhagische E.coli 
EIEC Enteroinvasive E.coli 
ELISA Enzymimmunoassay 
EPEC Enteropathogene E.coli 
ETEC Enterotoxische E.coli 
g Gramm 
h hora (Stunde) 
hly Enterohämolysin Toxin 
HPI High Pathogenicity Island 
HUS hämolytisch-urämisches Syndrom 
kb Kilobasenpaare 
LB-Medium Luria-Bertani-Medium 
LEE Locus of Enterocyte Effacement 
LT Hitzelabiles Toxin (ETEC) 
M molar, mol/l 
mg Milligramm 
MH-Agar Müller-Hinton-Agar 
min Minute(n) 
ml Milliliter 
PCR Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion) 
RFLP Restriktionsfragmentlängen-Polymorphismus 
RT Raumtemperatur 
rpm rounds per minute (Zentrifuge) 
s Sekunde 
SF Sorbitol-fermentierend 
SMAC-Agar Sorbitol MacConkey-Agar 
ST Hitzestabiles Toxin (ETEC) 
STEC Shiga Toxin-produzierende E.coli 
Stx Shiga Toxin 
Taq-Polymerase Thermus aquaticus DNA-Polymerase 
v/v Volumenprozent 
w/v “weight per volume” (Masseanteil in Volumen) 
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